





























Blutspuren können in unterschiedlichster 
Ausprägung an Tatorten gesichert werden 
[9, 10]. Von großen Blutlachen bis hin zu 
Mikroblutspuren finden sie sich in Ab-
hängigkeit vom Delikt an Tatorten, in de-
ren Umgebung oder an tatbeteiligten Spu-
renträgern. Für die Sichtbarmachung und 
Kontrastierung sowie für den qualitativen 
Nachweis von Blutspuren steht inzwischen 
eine Fülle von Methoden zur Verfügung 
[1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 11, 13, 14, 15]. Sie werden 
meist direkt am Tatort und v. a. bei kleins-
ten Blutmengen oder visuell schlecht zu 
entdeckenden Spuren genutzt. Gerade 
auch in Fällen, in denen der Tatort bereits 
von auffälligen Blutantragungen gereinigt 
wurde, lassen sich noch geringste Blut-
mengen sichtbar machen. Für daktylo-
skopische Untersuchungen kann die Ver-
stärkung der visuellen Wahrnehmbar-
keit von Spuren notwendig sein, um die-
se fotografisch dokumentieren zu können. 
Viele Verfahren nutzen die Pseudoper-
oxidasereaktion des Hämoglobins und 
seiner Derivate [2, 11, 15]. Zum Teil wer-
den dabei Chemilumineszenzen erzeugt, 
die die visuelle Wahrnehmung der Blut-
spur erhöhen [14]. Auch die Visualisie-
rung von Blutspuren durch Anregung mit 
unterschiedlichen Lichtquellen kommt an 
Tatorten zum Einsatz [13].
Nach der Sichtbarmachung einer Blut-
spur und ihrer daktyloskopischen Analy-
se folgt der eigentliche Blutnachweis mit-
hilfe kommerzieller, immunologischer 
Nachweisverfahren, die sich durch hohe 
Spezifität und Sensitivität sowie schnel-
le und einfache Handhabung auszeich-
nen [1, 3]. Der positive Nachweis von Blut 
führt dann meist zur molekulargeneti-
schen Analyse der Spur, um eine perso-
nenbezogene Zuordnung derselben vor-
nehmen zu können.
Die einzelnen Elemente der Blutspu-
renanalyse, von der Sichtbarmachung, 
der Dokumentation, dem Blutnachweis 
bis zur DNA-Typisierung, sind in der fo-
rensischen Spurenanalytik etabliert [2, 
11]. Weniger bekannt sind die Einflüs-
se der verwendeten Methoden auf die je-
weils nachfolgende Analyse. Für Lumi-
nol, ein oft genutztes Reagens zur Sicht-
barmachung von Blut, konnte in Abhän-
gigkeit von Blutmenge und Einwirkzeit 
eine Beeinträchtigung des anschließenden 




Amidoschwarz 10B, auch als Naphthol-
blauschwarz B bekannt, ist ein Azofarb-
stoff, der als einer der ersten Farbstoffe 
in der Gelelektrophorese zur Sichtbarma-
chung von Proteinen eingesetzt wurde. In 
der daktyloskopischen Spurensuche wird 




Für die Färbelösung nach dem „BKA“-Re-
zept werden 0,4 g AS 10B in 180 ml Me-
thanol gelöst und mit 20 ml Eisessig ver-
setzt. Nach Aufsprühen der Färbelösung 
auf den Spurenträger wird die überschüs-
sige Farbe zunächst mit einer Methanol-
Eisessig-Lösung (9:1), anschließend mit 
einer Lösung aus destilliertem Wasser 




Für die Färbelösung nach dem „FBI“-Re-
zept werden 8,0 g Sulfosalicylsäure, 1,2 g 
AS 10B und 1,2 g Natriumkarbonat nach-
einander in 200 ml destilliertem Wasser 
gelöst und danach mit 20 ml Ameisensäu-
re, 20 ml Eisessig und 5 ml Kodak Photo 
Flo 600® versetzt. Die Färbelösung wird 
auf die Spurenträger aufgesprüht und an-





Der Occult Blood Test Immunological 
(OBTI) ist ein klinischer Schnelltest zum 
Nachweis von okkultem Blut in Stuhlpro-
ben mithilfe eines immunchromatogra-
phischen Testverfahrens. Gemäß Her-
stellerangaben liegt die Nachweisgrenze, 
bezogen auf das Transportmedium, bei 
0,1 µg/ml Hämoglobin (Hb) und die ma-
ximale Hb-Konzentration bei 2 mg/ml. 
Die Testergebnisse können bereits nach 
2–3 min abgelesen werden. Im Fall eines 
negativen Ergebnisses muss nach 10 min 
eine zweite Ablesung erfolgen.
Ermittlung der optimalen 
Blutkonzentration
Um Effekte der Blutkonzentration auf das 
Testergebnis ausschließen zu können, wur-
den von einer Vollblutprobe jeweils 0,1, 1, 
10 und 100 µl direkt in 2000 µl OBTI-Test-
Puffer pipettiert und geschüttelt. Nach 5 s 
wurden 2 Trpf. in das Probenfenster der 
OBTI-Test-Kassette gegeben. Die Zeit vom 
Eintropfen in das Probenfenster bis zur si-




Auf 30 weiße Baumwollläppchen wurde 
jeweils 1 µl männliches Vollblut pipettiert. 
Jeweils 10 dieser Proben wurden mit dem 
„BKA“-Rezept und dem „FBI“-Rezept be-
handelt; die restlichen 10 Läppchen blieben 
unbehandelt. Die Proben aus jedem Ansatz 
wurden anschließend in den OBTI-Puffer 
gegeben. Nach 5 s wurden 2 Trpf. der Mi-
schung in das Probenfenster getropft und 
die Zeit bis zum Sichtbarwerden des posi-
tiven Ergebnisses gemessen.
In einem zweiten Schritt wurde in ins-
gesamt 30 Reaktionsgefäße aus Kunststoff 
jeweils 1 µl Vollblut pipettiert. Zu jeweils 
10 dieser Proben wurden die Komponen-
ten der AS 10B Anfärbemethoden „BKA“ 
und „FBI“ nacheinander zugegeben und 
wieder entfernt. Die restlichen 10 Proben 
in den Reaktionsgefäßen blieben unbe-
handelt. Nach Zugabe des OBTI-Puffers 
in die Reaktionsgefäße und 5-sekündiger 

































































Analog zur Probenherstellung für den 
Blutnachweis in Gegenwart von AS 10B 
wurden 60 Proben angelegt und eine 
DNA Extraktion mit dem Investigator®-
Kit (Qiagen) durchgeführt. Dazu wurde 
das Herstellerprotokoll für die Isolation 
von DNA aus Körperflüssigkeiten ver-
wendet. Die Lysedauer betrug 1 h.
Quantifizierung
Die Plexor®-Technologie ist ein „Real-ti-
me-polymerase-chain-reaction“- (Real-ti-
me-PCR“-)Testverfahren, das zeitgleich 
die Quantifizierung der gesamten und 
der männlichen DNA ermöglicht [8]. Der 
DNA-Gehalt der Proben wurde mit dem 
RotorGene®-System gemessen. Dazu wur-
den je 2 µl jeder Probe mit dem Plexor®-
HY-System gemäß Herstellerprotokoll in 
einer Doppelbestimmung eingesetzt und 
der Mittelwert angegeben. Es wurde zu-
dem eine Schmelzkurvenbestimmung für 
die Produkte der autosomalen, gonoso-
malen und der internen PCR-Kontrolle 
(IPC) durchgeführt. Die Auswertung der 
Rohdaten erfolgte mithilfe der Plexor® HY 
Analysis Software und den forensischen 
Analyseeinstellungen.
DNA-Profil
Für jede Testreihe der unterschiedlichen 
Vorbehandlungen und Trägerstoffe wur-
de exemplarisch von einer dem Median 
der DNA-Konzentration entsprechenden 
Probe ein DNA-Profil in 11 STR-Systemen 





Bei der Ermittlung der optimalen Blut-
konzentration für den OBTI mithilfe der 
Untersuchung einer Verdünnungsreihe aus 
Vollblut eines männlichen Probanden er-
schien bei allen durchgeführten OBTI-Ver-
suchen die Kontrolllinie umgehend nach 
Kontakt mit dem Testmedium und zeigte 
damit einen regulären Testverlauf an.
Auch 30 min nach Eintropfen der nied-
rigsten Verdünnung von 1:20 konnte keine 
Testlinie erkannt werden. Der Test wurde 
daher als negativ gewertet. Bei den Ver-
dünnungen von 1:200 bzw. 1:20.000 wur-
de nach 13 resp. 18 s lediglich eine schwach 
ausgeprägte Testlinie sichtbar; dies resul-
tierte in der Zuordnung zum „schwach-
positiven“ Ergebnis. Bei einer Verdün-
nung von 1:2000 war bereits nach 12 s ein 
deutlich positives Testergebnis sichtbar.
Blutnachweis mithilfe des OBTI
Den Vergleich der Ergebnisse im OBTI 
der unbehandelten und der mit AS 10B 
(„BKA“ oder „FBI“) angefärbten Blut-
proben zeigt . Abb. 1. Die Ergebnisse 
wurden zudem aufgrund der verwende-
ten Trägermaterialien Baumwolle (BW) 
oder Reaktionsgefäß (RG) aufgeteilt. Ins-
gesamt wurden 60 Blutproben untersucht. 
Für die 20 unbehandelten Blutproben auf 
BW und im RG konnten innerhalb von 
10–22 s deutlich positive Testergebnisse 
abgelesen werden.
Nach Behandlung mit AS 10B „BKA“ 
konnten auf BW lediglich noch 9 
schwach-positive und ein negatives Test-
ergebnis festgestellt werden; hierbei muss-
ten 5 der schwach-positiven Proben we-
gen Überschreiten der maximalen Test-
zeit ebenfalls als negativ gewertet werden. 
Diese Proben sind in . Abb. 1 weiß dar-
gestellt. Die 10 Proben im RG ergaben 
nach Behandlung mit AS 10B „BKA“ bei 
einer durchschnittlichen Reaktionszeit 
von 23 s durchweg positive Resultate.
Von den 10 Blutproben auf BW, die 

















































handelt worden waren, zeigte nur noch 
eine Probe nach 8 min ein positives Er-
gebnis im OBTI. Die schwach ausgeprägte 
Testlinie einer weiteren Probe konnte erst 
nach 14 min abgelesen werden. Aufgrund 
dieser Reaktionszeit wurde die Probe, 
wie alle weiteren Proben dieser Testrei-
he, den negativen Resultaten zugeordnet. 
Die Blutproben im RG aus dieser Testrei-
he zeigten mit 6 positiven und 4 schwach-
positiven Ergebnissen sowie Reaktions-
zeiten zwischen 18 s und bis zu 10 min ein 
recht heterogenes Gesamtresultat.
DNA-Quantifizierung
Die Extraktion der DNA gelang für alle 
60 untersuchten Blutproben. Neben der 
Menge autosomaler DNA (Gesamt-DNA) 
wurden auch die Menge an Y-chromoso-
maler DNA für jede Probe und ein Wert 
für die IPC bestimmt. Den Median der 
ermittelten DNA-Mengen (ng/µl DNA-
Extrakt) sowie dessen Abhängigkeit von 
der angewendeten Anfärbemethode und 





stimmungen bestätigten die Spezifität 
der Amplifikation. Bei Quantifizierung 
der Gesamt-DNA aus dem auf BW auf-
getragenen Vollblut konnten in der nati-
ven Probe zwischen 0,11 und 0,63 ng/µl 
DNA (Median 0,28 ng/µl) festgestellt wer-
den. Für die Proben der „BKA“-Färbung 
auf BW waren zwischen 0,32 und 0,71 ng/
µl Gesamt-DNA (Median 0,41 ng/µl) und 
unter Verwendung „FBI“-Färbung zwi-
schen 0,18 und 0,66 ng/µl Gesamt-DNA 
(Median 0,39 ng/µl) messbar.
Die unbehandelten Proben im RG 
wiesen zwischen 0,17 und 0,64 ng/µl Ge-
samt-DNA (Median 0,28 ng/µl) auf. Nach 
Anfärbung mithilfe der „BKA“- und der 
„FBI“-Methode konnten hier im Median 
0,38 ng/µl Gesamt-DNA (Variationsbreite 
0,10–1,12 ng/µl) resp. 0,41 ng/µl Gesamt-
DNA (Variationsbreite 0,15–0, 88 ng/µl) 
detektiert werden.
Y-chromosomale DNA
An der nativen BW-Probe ließen sich zwi-
schen 0,17 und 1,41 ng/µl Y-chromosomale 
DNA (Median 0,42 ng/µl) nachweisen. Die 
mit AS 10B „BKA“ behandelte Probe zeig-
te zwischen 0,39 und 0,95 ng/µl (Median 
0,61 ng/µl), die Probe mit der „FBI“-Mi-
schung zwischen 0,17 und 0,83 ng/µl (Me-
dian 0,55 ng/µl) Y-chromosomale DNA.
Die native Probe im RG wies einen Ge-
halt an Y-chromosomaler DNA zwischen 
0,31 und 0,98 ng/µl (Median 0,49 ng/µl) 
auf. Unter Zugabe von AS 10B „BKA“ 
ergaben sich Werte zwischen 0,26 und 
1,31 ng/µl (Median 0,63 ng/µl), bei Zu-
satz von AS 10B „FBI“ zwischen 0,32 und 
1,20 ng/µl (Median 0,72).
DNA-Profile
Für alle ausgewählten Proben konnte ein 





Bereits in der Literatur sind falsch-ne-
gative bzw. nur schwach-positive Ergeb-
nisse des OBTI bei sowohl zu großen als 
auch zu geringen Blutkonzentrationen 
beschrieben [3, 4]. Diese Beobachtung 
konnte bei der Ermittlung der optimalen 
Blutkonzentration zur Durchführung der 
weiteren Experimente bestätigt werden. 
Bei höheren Konzentrationen von hu-
manem Hämoglobin (hHb) in der Probe 
kann der immobilisierte Anti-hHb-Anti-
körper von ungebundenem hHb besetzt 
werden, wodurch ein falsch-negatives Er-
gebnis resultiert (Hook-Effekt). Dieser Ef-
fekt konnte bei der 1:20-Verdünnung be-
obachtet werden. Ein negatives Testergeb-
nis muss daher mit einer Verdünnung der 
Probe bestätigt werden. Die Verdünnung 
1:200 zeigte zunächst keinen Effekt auf 
die Reaktionszeit (13 s). Die Farbintensi-
tät der sich ausbildenden Testlinie wur-
de jedoch deutlich beeinträchtigt, sodass 
das Ergebnis in die Kategorie „schwach-
positiv“ eingeordnet wurde. Das Ergebnis 
für die 1:20.000-Verdünnung zeigte eben-
falls den Effekt der nachlassenden Intensi-
tät der Testlinie und wurde daher auch der 
Kategorie „schwach-positiv“ zugeordnet.
Als optimale Verdünnung erwies sich 
ein Mischungsverhältnis von 1:2000, bei 
dem nach wenigen Sekunden ein deut-
lich positives Ergebnis abgelesen werden 
konnte. Dieser Wert variiert je nach Stu-
die – z. T. wurden noch bei Verdünnun-
gen von 1:100.000 deutlich positive Ergeb-
nisse beschrieben [3, 4]. Eine mögliche Er-
klärung hierfür könnte in den fehlenden 
Angaben des Herstellers zur optimalen 
Arbeitstemperatur des OBTI liegen. Die 
Aufbewahrung der Kitkomponenten wird 
bei 2–25°C empfohlen. Ob der Test nach 
vorangegangener Kühlung erst Raumtem-
peratur erlangen sollte, ist nicht angege-
ben. Ein Einfluss der Temperatur des Kits 
bei der Anwendung auf die Sensitivität ist 
bei immunologischen Methoden grund-
sätzlich denkbar.
Blutnachweis mithilfe des OBTI
Die Ergebnisse für die unbehandelte Blut-
probe im Mischungsverhältnis 1:2000 er-
gab keinen Einfluss des Trägermaterials auf 





ben war innerhalb weniger Sekunden ein 
deutlich positives Testergebnis ablesbar.
Im Rahmen einer Expertentagung 
„Tatortarbeit“ im Jahr 2007 wurden ver-
schiedene Rezepturen des Farbstoffs bei 
der Sicherung von Blutspuren getestet 
und AS 10B im Ergebnis als besonders 
gut geeigneter Farbstoff für unterschied-
lichste Spurenträger bewertet [6]. Die Ex-
perten der Spurensicherung favorisie ren 
die Untersuchungsmethode nach dem 
„BKA“-Rezept, das die Lösung des Farb-
stoffs in Methanol und Eisessig vorsieht. 
Als alternative Methode, v. a. für das 
Arbeiten ohne Methanol, wird das „FBI“-
Rezept angegeben [6]. Daneben existiert 
eine Fülle weiterer Vorschriften zum An-
setzen der Gebrauchslösung und der zu 
verwendenden Spüllösungen, die über-
schüssigen, nicht an Proteine gebundenen 
Farbstoff vom Spurenträger entfernen sol-
len. Auch in der Anwendung der Farblö-
sung gibt es eine Reihe von Techniken – 
über das Einsprühen der Spurenträger bis 
hin zum Einsatz von Tauchbädern [1, 6].
Die Anfärbungen mit AS 10B nach 
„BKA“- und „FBI“-Rezept sowie die Ver-
wendung verschiedener Spurenträger wei-
sen z. T. deutliche Einflüsse auf den OB-
TI-Blutnachweis auf. Unter Verwendung 
des Spurenträgers RG und bei durchweg 
positiven Resultaten für die „BKA“-Fär-
bung konnte kein Einfluss auf die Sensi-
tivität des OBTI abgeleitet werden. Mit 
der „FBI“-Mischung erbrachten zumin-
dest 60% der untersuchten Proben im RG 
noch ein deutlich positives Testergebnis.
Im Gegensatz dazu konnte demonst-
riert werden, dass der Einsatz der AS 10B-
Rezepturen bei Blutspuren auf BW über-
wiegend zu falsch-negativen bzw. ledig-
lich einzelnen schwach-positiven Resul-
taten führt, wodurch die Aussagekraft des 
OBTI im Sinne eines Vortests stark ein-
geschränkt bzw. nicht mehr gegeben ist.
Welche der in den unterschiedlichen 
Anfärbemethoden verwendeten Chemi-
kalien für dieses Ergebnis verantwortlich 
ist, konnte anhand dieser Untersuchung 
nicht verifiziert werden. Der Effekt der 
unterschiedlichen Spurenträger ist ohne 
Weiteres dadurch erklärbar, dass die ver-
wendeten Lösungen von der Baumwolle 
aufgenommen und mit den Spüllösungen 
schlechter ausgewaschen werden können, 
als dies im Reaktionsgefäß möglich ist.
DNA-Analyse
Im Hinblick auf die Bestimmung der 
Menge an Gesamt- und Y-chromosoma-
ler DNA fielen bei den Untersuchungen 
starke Schwankungen zwischen den Pro-
ben der Untergruppen auf, die jedoch in 
der Gesamtschau einen ähnlichen Me-
dianwert aufwiesen (. Abb. 2). Diese 
Schwankungen erklären sich zwanglos 
durch die unterschiedliche Zellzahl der 
aufgetragenen Vollblutproben, bei denen 
keine vorherige Zellzählung durchge-
führt worden war. Auffällig war bei allen 
Quantifizierungen die über dem Gehalt 
an Gesamt-DNA liegende mediane Men-
ge Y-chromosomaler DNA. Dies könnte 
als Varianz der PCR interpretiert werden. 
Die Werte liegen innerhalb der natürli-
chen biologischen Schwankung zwischen 
0,4 und 2,0 für das Verhältnis von autoso-
maler zu Y-chromosomaler DNA männli-
cher Probanden.
Letztlich war jedoch in der jeweils 
durchgeführten „Short-tandem-repeat“- 
(STR-)Analyse kein Einfluss, der in ande-
ren Studien [12] und für andere Chemika-
lien zum Blutnachweis festgestellt werden 
konnte, für AS 10B ersichtlich.
Fazit für die Praxis
Für den praktischen Einsatz von AS 10B 
in der forensischen Spurenanalyse ist zu 
beachten, dass bei vorheriger Anwen-
dung auf mutmaßlichen Blutspuren star-
ke Beeinträchtigungen bzw. falsch-nega-
tive Ergebnisse des OBTI auftreten kön-
nen. Der Einsatz von Testmethoden, bei 
denen die Pseudoperoxidasereaktion 
des Hb zu einem Farbumschlag einer zu-
nächst farblosen Substanz (Benzidin, Lu-
minol, Leukomalachit etc.) durch Über-
tragung von frei werdendem Sauerstoff 
führt, könnte hier eine Alternative dar-
stellen. Auf die Möglichkeit zur Erstel-
lung eines DNA-Profils scheinen die ver-
wendeten Mischungen „BKA“ und „FBI“ 
hingegen keinen Einfluss zu haben. Inso-
fern kann die DNA-Analyse aus Proben-
material in Fällen eines negativen OBTI 
trotzdem zu relevanten Resultaten füh-
ren und sollte daher im Zweifelsfall im-
mer durchgeführt werden.
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